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1. IDENTIFIKACIJA ENCIMA

- V UniProt najdi encim dihidrofolat reduktaza v Staphylococcus aureus (sev COL). Kak$na je
dolZina aminokislinskega zaporedja? 159

- Kaksna je kratica tega encima? DHFR
- Iz koliko verig je sestavljen? 1

-Kaj pomeni iniciatorski metionin pred zacetkom verige? To je prva aminoksilina, ki se med
translacijo vgradi v novonastali protein. Kodira ga aminokislinski triplet AUG.

- s pomo¢jo orodja ProtParam izracunaj izoelektri¢no tocko proteina in izracunaj kolikSen
odstotek vseh aminokislin predstavljajo pozitivno nabite aminokisline? pl = 5,87; w
=22/159 *100 = 13,84%

- Zakaj mislis, da je dihidrofolat reduktaza pomembna tarca antibiotikov? Zaradi pomembne vloge
pri sintezi purinov in nekaterih aminokislin, kot so glicin, metionin in posledi¢no tudi serin.

- Ali bi sprememba bazi¢nih aminokislin lahko vplivala na odpornost bakterij proti Trimetoprimu
. (Trimetoprim je negativno nabit pri fizioloSkem pH)? Razlozi. Mutacije, ki bi zmanjsale delez
bazi¢nih aminokislin, lahko zmanj$ajo vezavo antibiotika, saj pozitivne aminokisline mo¢neje privlaéijo
Trimetoprim.

2. PRIMERJAVA REZISTENTNEGA IN AMigned_sequences:
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TRIMETOPRIM # Matrix: EBLOSUM&2
# Gap_penalty: 10.0

- Kje (v katerem delu) bo§ naSel podatek, # Bxtend_penalty: 0.5

da je zapis res rezistenten na Trimetoprim? # Length: 161

Definition/Title ¥ Ldentity:
# Similarity:

v . . o . # Gaps:

- Kaksen je odstotek identi¢nosti? 78,9% # Score: 701.0

- Kaj lahko sklepamo glede na narejeno #

poravnavo? Ali je encim Se vedno aktiven? S
original 1 MTLSILVAHDLQRVIGFEMNQLPWHLPNDLKHVKKLSTGHTLVMGRKTFES

Encim rezistenten proti Trimetoprimu je
vec¢inoma ohranjen, iz Cesar lahko sklepamo
tudi na ohranjeno funkcijo encima.
Rezistentna varianta ima ve¢ mutacij, ki lahko
moc¢no vplivajo na vezavo Trimetoprima.

- Kako bi dizajniral nov antibiotik, ki bi
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rezistenten 181 AMIDQVDDMYITVIDGKFQGDTFFPPYTFENWEVESSVEGQLDEKNTIPH
ustavil delovanje encima? Razlicni
. .. . . . original 151 TFLHLIRKK-- 159
odgovori. Moja ideja: pogledala bi kateri del el
rezistenten 151 TFLHLVRRKGK 161

rezistentnega encima je najbolj ohranjen in
nov antibiotik targetirala na tisti del encima.
Ali pa bi antibiotik targetirala na funkcijsko
pomembno mesto encima. Ko bi encim Zelel
uvesti mutacije na delu, kamor se veze

Slika 1: Posnetek zaslona izracuna pl s ProtParam.

antibiotik, bi encim sam sebe unicil, saj bi z mutacijami spremenil mesto, ki je pomembno za njegovo

funkcijo.
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3. EVOLUCIJSKI RAZVOIJ

- Ali je dihidroksifolat reduktaza iz Staphylococcus aureus evolucijsko podobna cloveski? RazloZi.
Ne, DHFR iz Staphylococcus aureus je zelo oddaljena od ¢loveske oziroma od vseh sesalskih DHFR.
Bakterije in evkarionti so se ze zelo zgodaj evolucijsko lo¢ili, kar se potem pozna tudi na sami evoluciji
encimov. Kljub temu, da encim v bakterijah in v sesalcih opravlja zelo podobno vlogo, pa se je skozi
leta razvijal in adaptiral drugace.

- Kako bi lahko evolucijsko razliko med bakterijo in ¢lovekom uporabili pri zasnovi antibiotikov,
ki delujejo na bakterije? Ker si ¢cloveska in bakterijska DHFR nista preve¢ evolucijsko podobni, to
pomeni, da se je skozi Cas njuna zgradba spremenila. Najverjetneje je prislo tudi so sprememb v
aktivnem mestu, kar pomeni, da lahko zasnujemo antibiotik, ki se bo lahko vezal le v aktivno mesto
bakterijske DHFR, ne bo pa inhibiral ¢loveske.
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Slika 2: Slika prikazuje filogenetsko drevo z razlicnimi organizmi. Vse veje izhajajo iz Staphylococcus aureus.

- Kaksna je evolucijska podobnost med Staphylococcus aureus in Staphylococcus epidermidis?
Naredi Se analizo zaporedja s tofkovnim diagramom (EMBOSS DOTMATCHER) in
argumentiraj rezultate.

Evolucijska podobnost med njima je zelo majhna, ., . et onennc

i oo o i Dotmatcher: fusto::e-‘rbossw‘Ju:n'mt;herf\Z’L}EQOS'I 3—=205009-07
prlcakovall bl da bOSta thJe Skupaj. (windowsize = 10 threshold = 23.00 13/05/28)
Pri zelo podobnih proteinih bi pri¢akovali ravno, b
sklenjeno ¢rto, na nasSem tockovnem diagramu ni tako.

Vidimo ve¢ segmentov ujemanj, kar je pricakovano, )
saj imata ta encima vseeno zelo podobno funkcijo in oo / ’
sta si sorodna. Prekinitve vmes pa nakazujejo na
mutacije in delecije. Ker je prekinjena Crta Se vedno v

aereus

enaki linij, to nakazuje, da ni prislo do velikih i /,,/
reorganizacij in sta encima evolucijsko sorodna. 7
s
4. STRUKTURNA PODOBNOST v epldarmls

- Kak$no je ujemanje teh dveh proteinov?

Slika 3: Tockovni diagram encimov DHFR iz Staphylococcus aureus in

Proteina se zelo dobro prekrivata, kljub temu, da smo Staphylococcus epidermidis

prej pri filogenetskem drevesu ugotovili, da sta



evolucijsko precej razlicna. a-vijacnice in B-trakovi se lepo prekrivajo, B-trakovi so tudi orientirani v
isti smeri. Linkerji so nekoliko bolj fleksibilni in se ne prilegajo tako zelo dobro, vendar so priblizno
istih dolZin in na istih mestih.

- Ali se ligand lepo usede v aktivno mesto? Da, vstop v aktivno mesto ni pretirano oviran niti pri
¢loveskemu encimu, niti pri bakterijskemu. Pri obeh je narejena »vdolbinica« kamor se lepo prilega
ligand.

- KakSne interakcije tvori Trimetoprim z encimom? Oznaci jih in poimenuj s katerimi
aminokislinskimi ostanki interagira. Interakcije so vodikove vezi, vse skupaj tvori 4 vezi — ena vez z
Leu, ena z Phe in dve z Asp.

Slika 5: Slika superpozicije cloveske in bakterijske DHFR z ligandom v aktivihem mestu. Roza barva prikazuje cloveski encim,

Slika 4: Slika prikazuje superpozicijo cloveske in bakterijske DHFR. Roza barva prikazuje cloveski encim modra barva pa
bakterijski encim.

modra prikazuje bakterijski encim, z rdeco pa je pobarvan ligand - Trimetoprim.

Kako bi lahko kombinacija strukturne biologije, evolucijske analize in seveda bioinformatike
pripomogel k razvoju naprednih antibiotikov, ki bi se tezje izognili bakterijski rezistenci?

Strukturna biologija nam razkrije tridimenzionalno obliko encima, lahko vidimo aktivno mesto in
prileganje ligand vanj. Pogledamo lahko tudi interakcije med ligandom (ki je lahko antibiotik) in
encimom. Na racun poznavanja natancnih interakcij lahko oblikujemo molekule, ki se bodo na encim
vezale mocneje, globlje oziroma bolj specifi¢no, kar otezi razvoj odpornosti. Preko evolucijske analize
izvemo, katere aminokisline so zelo dobro ohranjene in zato funkcionalno kriti¢ne. Ce bi inhibitor ciljal
te regije, bi preprecili mutacije in s tem povzrocili izgubo encimske aktivnosti. Bioinformatika pa nam
omogoca primerjavo razli¢nih variant, vrst encima, lahko napovedujemo mutacije in simuliramo vezavo
novih inhibitorjev, s posebnimi orodji.






